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3.2.P.5.3  Reporte de validación para la determinación de 

Aminoácidos en tabletas recubiertas de Ketosteril por 
Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

 
Abreviaturas 

LEF – Laboratorio de estudios farmacéuticos 

 

Referencias 

LEF estudio nro. PEI/2009/00190, Revisión 1: “Reporte de validación analítica: 

Metodología analítica de Cromatografía líquida de alta resolución para la determinación 

de aminoácidos en comprimidos de Ketosteril®” 

P.6.00013_00_i: “Tabletas de Ketosteril 100/30” 

 

Materiales y métodos 

 

Equipamientos 

Sistemas cromatográficos 

Sistema 1 y 2 

Módulo de separaciones Waters 2695 Alliance, Detector de red de fotodiodos Waters 

2996, Columna Waters AccQ-Tag, 150mmx3.9mm, 4 µm. 

 

Otros equipos  

Balanza analítica Sartorius R200D, balanza digital Sartorius YDP03 OCE, balanza 

Mettler AB204-S, balanza digital Mettler RS-P42, balanza Mettler AE24OS, equipo de 

centrifugación Eppendorf 5702R, baño Ultrasónico Sonorex RK51OS, baño de agua GFL 

1013, agitador magnético Viaromag Telesystem 15 HP, micropipeta Transferpettor 

100µl, micropipeta VWR 10-100µl, micropipeta Finnpipette 20-200µl Termolabsystems. 

 

Reactivos y otros 

AccQ.Tag Eluyente A Waters, Kit reactive AccQ-Fluor Waters, Acetonitrilo FISHER, 

Ácido clorhídrico 37% Merck, Filtros PALL ACRODISC 0.45µm GHP, agua ultra-

purificada obtenida mediante un sistema Ultra Purelab Enkrott. 

 

Sustancias de referencia 

Las sustancias de referencia fueron enviadas por el solicitante. 

 

Tabla 3.2.P.5.3-1   Sustancias de referencia 

 

Nombre Lote Contenido [%](a) Fecha de vencimiento 

Acetato de lisina 80702535 99.80 Mayo 2011 

Tirosina 80501838 99.40 Marzo 2012 

Histidina 80602251 99.40 Marzo 2010 

Treonina 80501850 100.60 Enero 2014 

Triptófano 80501789 100.10 Octubre 2010 

 

  (a) contenido “como es” 

 

Muestras 
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Tabla 3.2.P.5.3-2   Identificación de las muestras 

 

Código LEF Identificación Lote Fecha vto. 

Productos terminados 

PEI/2009/00190 Tabletas de Ketosteril D24061/D24062 Julio 2011 

Placebo 

ASS-PEI/2009/00190-01 Placebo con Ceto-ácidos 

e Hidroxiácidos 

- - 

 

Tabla 3.2.P.5.3-3   Composición de producto terminado 

 
Componente Cantidad por tableta 

Ceto e Hidroxi ácidos 

α-Ceto valina, sal de calcio 86.0 mg 

α-Ceto isoleucina, sal de calcio 67.0 mg 

α-Ceto leucina, sal de calcio  101.0 mg 

α-Hidroximetionina, sal de calcio 59.0 mg 

α-Ceto fenilalanina, sal de calcio 68.0 mg 

Aminoácidos 

Acetato de Lisina 105.0 mg 

Treonina 53.0 mg 

Triptofano 23.0 mg 

Histidina 38.0 mg 

Tirosina 30.0 mg 

Excipientes 

Excipientes 170.0 mg 

Total 800.0 mg 
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Condiciones analíticas 

Columna:    AccQ-Tag, 150 mm x 3.9 mm, 4µm 

Fase móvil A:    100 mL solución concentrada de AccQ-Tag eluyente 

     A a 1000 mL con agua  

Fase móvil B:    Acetonitrilo 

Fase móvil C:    Agua 

Gradiente:    ver tabla siguiente 

 

 

Tabla 3.2.P.5.3-4  Condiciones de gradiente  

 

 
* El tiempo de ejecución fue extendido a 135 min para garantizar la estabilización de la columna previo a 
una nueva inyección 
 

Caudal:    1.0 mL/min 

Detección:    Ultravioleta 248nm 

Volumen de inyección:  10 µl 

Temperatura de la columna: Temperatura ambiente 

Temperatura del inyector:  20°C 

Solvente:    HCl 0.02 M 

 

 

  

Tiempo [min] Curva 
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Reactivo de derivatización: Kit reactivo AccQ-Fluor Waters consistente en AccQ-Fluor 

Borato buffer (recipiente 1), Polvo reactivo AccQ-Fluor (recipiente 2A) y Diluyente 

reactivo AccQ-Fluor (recipiente 2B). 

Reconstitución de reactivos derivatizados: Pipetear 1.0 mL del recipiente 2B (luego de 

descartar el primer mL) en el recipiente 2A, que debe ser previamente tapado y 

agitado durante 10 seg. Finalmente calentar a 55°C con ocasional agitación hasta 

completa disolución del polvo. Este reactivo reconstituido tiene una vida útil de 1 

semana y debe ser preservado en un desecador a temperatura ambiente. (El reactivo 

de derivatización será designado en lo sucesivo como Derivatizador I y AccQ-Fluor 

Borato buffer (recipiente 1) como Derivatizador II).  

 

Tabla 3.2.P.5.3-5     Concentraciones de trabajo 

 
 

Preparación de soluciones 

Selectividad 

Solvente: HCl 0.02 M (diluir 1.67 mL de HCl 37% a 1000 mL con agua). Derivatizar el 

solvente -  ver tabla “Reacción de derivatización”. El solvente fue analizado 

previamente y luego de la filtración (Filtro GHP 0.45 µm). 

 

Tabla 3.2.P.5.3-6   Soluciones individuales 

 
a) El solvente fue agregado y sometido a un baño ultrasónico a temperatura ambiente por aprox. 5 min, el 

volumen fue completado con el mismo solvente. 
b) La solución intermedia fue sometida a la reacción de derivatización.  
 

Tabla 3.2.P.5.3-7   Solución de referencia 

Sustancia 
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a) El solvente fue agregado y sometido a un baño ultrasónico a temperatura ambiente por aprox. 5 min, el 

volumen fue completado con el mismo solvente 
b) La solución intermedia fue sometida a la reacción de derivatización 
 
 
 

Tabla 3.2.P.5.3-8   Solución muestra 

 

 
a) Muestras de tabletas reducidas a polvo (≈800mg, equivalente a 1 tableta)  b) El solvente fue 

agregado y sometido a agitación magnética durante 60 min, luego sometido a un baño ultrasónico a 
temperatura ambiente por aprox. 10 min, y finalmente el volumen fue completado con el mismo 
solvente 

c) Filtración con filtro 0.45 µm GHP d) La solución intermedia fue sometida a la reacción de 
    derivatización 
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Tabla 3.2.P.5.3-9   Solución placebo 

 

 
a) El placebo contiene los Ceto-ácidos, Hidroxiácidos y Excipientes (≈551mg, equivalente a 1 tableta). 
b) El solvente fue agregado y sometido a agitación magnética durante 60 min, luego sometido a un baño 

ultrasónico a temperatura ambiente por aprox. 10 min, y finalmente el volumen fue completado con el 
mismo solvente 

c) Filtración con filtro 0.45 µm GHP 
d) La solución intermedia fue sometida a ,la reacción de derivatización 
 

Reacción de derivatización 

 

En un tubo de vidrio, de aprox. 1 cm de diámetro y 10 cm de alto, introducir: 

 

Tabla 3.2.P.5.3-10   Reacción de derivatización 

 
Derivatizador I – reactivo derivatizador reconstituido (recipiente 2A + recipiente 2B) 
Derivatizador II – AccQ-Fluor Borato buffer (recipiente 1) 
 
a) Alícuota de soluciones intermedias respectivas 
b) Luego de la adición del derivatizador II fue sometido a agitación durante 15seg, fue dejado en reposo 

por 1 minuto a temperatura ambiente e incubada a 55°C por 10 min 
 
 

Linealidad    

 

Tabla 3.2.P.5.3-11   Solución madre 

 
a) El solvente fue agregado y sometido a un baño ultrasónico a temperatura ambiente por aprox. 5min, el 

volumen fue completado con el mismo solvente 
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Las siguientes soluciones fueron preparadas a partir de la solución madre: 

 

Tabla 3.2.P.5.3-12   Preparación de soluciones 

 

 
a) Porcentaje en relación a la concentración de trabajo b) La solución intermedia fue sometida a  

    derivatización 

 

Las concentraciones respectivas son: 

 

 

Tabla 3.2.P.5.3-13   Concentración de soluciones 

 

 
(a) Porcentaje relacionado a la concentración de trabajo 
 
 

Exactitud 

 

Soluciones muestra 

 

Soluciones placebo enriquecidas con acetato de lisina, treonina, triptófano, histidina y 

tirosina fueron preparados a 3 niveles de concentración, correspondientes a 80%, 

100% y 120% de la concentración de trabajo, 3 réplicas de cada nivel, en un total de 9 

determinaciones. Las soluciones fueron preparadas de acuerdo a la siguiente tabla: 
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Tabla 3.2.P.5.3-14   Exactitud de soluciones madre 

 

 
a) Porcentaje relacionado a la concentración de trabajo b) El placebo contiene los Ceto-ácidos, 

Hidroxiácidos y Excipientes   c) El solvente fue agregado y sometido a agitación magnética durante 

60smin, luego sometido a un baño ultrasónico a temperatura ambiente por aprox. 10 min, y finalmente 
el volumen fue completado con el mismo solvente 

d) Filtración con filtro 0.45 µm GHP 
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Las siguientes soluciones fueron preparadas de las respectivas soluciones madre: 

 

Tabla 3.2.P.5.3-15   Exactitud de soluciones muestra 

 

 
a) Porcentaje en relación a la concentración de trabajo b) La solución intermedia fue sometido a la  

    reacción de derivaización 
 

Solución de referencia  

Una solución de las sustancias de referencia a la concentración de trabajo fue 

preparada como se describe en la Selectividad. 

 

Precisión 

 

Repetitividad del sistema 

Una solución de las sustancias de referencia a la concentración de trabajo fue 

preparada como se describe en la Selectividad. 

 

Repetitividad del análisis 

Soluciones muestra 

Se prepararon 6 réplicas de muestra a la concentración de trabajo como se describe en 

la Selectividad. 
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Solución de referencia 

Una solución de las sustancias de referencia a la concentración de trabajo fue 

preparada como se describe en la Selectividad. 

 

Precisión intermedia 

2 operadores prepararon independientemente, en días diferentes, 6 réplicas de 

muestra y 1 solución de referencia, como se describe en Repetitividad del análisis. 

 

Estabilidad de las soluciones 

Solución muestra preparada como se describe en la Selectividad. 

Solución de sustancias de referencia a la concentración de trabajo preparada como se 

describe en la Selectividad. 

Estas soluciones fueron almacenadas a temperatura ambiente, protegidas de la luz 

durante 18 hs. 

 

Adecuación cromatográfica del sistema 

Solución de sustancias de referencia a la concentración de trabajo preparada como se 

describe en la Selectividad. 

 

Resultados 

Selectividad 

La selectividad del método fue evaluada por el análisis de: 

- Fase móvil 

- Solvente filtrado y no filtrado 

- Soluciones individuales de aminoácidos a la concentración de trabajo 

- Solución de referencia a la concentración de trabajo 

- Solución placebo a la concentración equivalente a la solución muestra 

- Solución muestra a la concentración de trabajo 

 

Criterio de aceptación 

Los picos correspondientes a las sustancias de interés deben ser separados entre sí, 

esto es, los factores de resolución deben ser ≥ 1.5. 

Véase los resultados de la selectividad del método en la siguiente tabla: 

 

Tabla 3.2.P.5.3-16   Selectividad 

 

 
 
Rt: Tiempo de retención RRt: tiempo de retención relativo de Triptofano RF: factor de resolución en 
relación al pico de analito anterior 
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Rt: Tiempo de retención RRt: tiempo de retención relativo de Triptofano RF: factor de resolución en 
relación al pico de analito anterior 
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Cromatogramas 

 

Figura 3.2.P.5.3-1: Fase móvil 

 
 

Figura 3.2.P.5.3-2: Solvente no filtrado 

 
 

Figura 3.2.P.5.3-3: Solvente filtrado 
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Figura 3.2.P.5.3-4: Solución individual de referencia de Histidina a la 

concentración de trabajo 

 
 

Figura 3.2.P.5.3-5: Solución individual de referencia de Treonina a la 

concentración de trabajo 

 
Figura 3.2.P.5.3-6: Solución individual de referencia de Tirosina a la 

concentración de trabajo 
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Figura 3.2.P.5.3-7: Solución individual de referencia de Lisina a la 

concentración de trabajo 

 
 

Figura 3.2.P.5.3-8: Solución individual de referencia de Triptofano a la 

concentración de trabajo 

 
 

Figura 3.2.P.5.3-9: Solución de referencia a la concentración de trabajo 
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Figura 3.2.P.5.3-10: Placebo 

 
 

Figura 3.2.P.5.3-11: Solución muestra 

 
 

 

Conclusión 

Los resultados son acordes al criterio de aceptación, mostrando que el método analítico 

es selectivo para el ensayo de aminoácidos. 
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Linealidad 

La linealidad del método fue evaluada con soluciones de referencia de acetato de lisina, 

treonina, triptófano, histidina y tirosina en un rango de concentración correspondiente 

a 50% a 150% de la concentración de trabajo, utilizando un mínimo de 5 soluciones 

estándar, 3 inyecciones por solución.  

Utilizando el método de los mínimos cuadrados, la regresión lineal de los resultados 

analíticos fue calculada contra la concentración de las soluciones y se reportó el 

coeficiente de correlación (r2), pendiente, intercepto, los respectivos límites con 95% 

de confianza y la representación gráfica de la regresión lineal. La distribución de los 

residuos también fue analizada. 

 

Tabla 3.2.P.5.3-17  Parámetros de linealidad de Histidina  

 

 
 

Figura 3.2.P.5.3-12: Representación gráfica de la distribución de residuos de 

Histidina 

 

  
 

Residuais = Residuos 

Variável X1 = Variable X1 
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Figura 3.2.P.5.3-13 Representación gráfica de la regresión lineal de 

Histidina  

 

 
 

Respostas = Resultados 

Concentração = Concentración 

 

 

Tabla 3.2.P.5.3-18 Parámetros de linealidad  de Treonina 

 

 
 

  

 

 

  

Parámetros Resultados Criterio de aceptación 
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Figura 3.2.P.5.3-14 Representación gráfica de la distribución de residuos 

de Treonina 

  
 

Residuais = Residuos 

Variável X1 = Variable X1 

 

 

Figura 3.2.P.5.3-15 Representación gráfica de la regresión lineal de 

Treonina 

 
 

Respostas = Resultados 

Concentração = Concentración 
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Tabla 3.2.P.5.3-19 Parámetros de Linealidad de Tirosina 

 

 
 

Figura 3.2.P.5.3-16 Representación gráfica de la distribución de residuos 

de Tirosina 

 
 

Residuais = Residuos 

Variável X1 = Variable X1 

 

Figura 3.2.P.5.3-17 Representación gráfica de la regresión lineal de 

Tirosina 

 

Parámetros Resultados Criterio de aceptación 
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Respostas = Resultados 

Concentração = Concentración 

 

 

Tabla 3.2.P.5.3-20 Parámetro de linealidad de Lisina 

  

Figura 3.2.P.5.3-18 Representación gráfica de la distribución de residuos 

de Lisina 

 

 
 

Residuais = Residuos 

Variável X1 = Variable X1 

 

  

Parámetros Resultados Criterio de aceptación 
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Figura 3.2.P.5.3-19 Representación gráfica de la regresión lineal de 

Lisina 

 
 

Respostas = Resultados 

Concentração= Concentración 

 

 

Tabla 3.2.P.5.3-21 Parámetros de linealidad de Triptófano 

 

 
  

Parámetros Resultados Criterio de aceptación 
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Figura 3.2.P.5.3-20 Representación gráfica de la distribución de residuos 

de Triptofano 

 
 

Residuais = Residuos 

Variável X1 = Variable X1 

 

Figura 3.2.P.5.3-21 Representación gráfica de la regresión lineal 

de Triptófano 

 

 
 

Respostas = Resultados 

Concentração = Concentración 

 

 

Conclusión 

 

Los resultados obtenidos son acordes al criterio de aceptación establecido, mostrando 

que el método es lineal en el rango 50% a 150%. 
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Exactitud 

 

La exactitud del método fue evaluada a través del análisis de placebo enriquecido con 

acetato de Lisina, Treonina, Triptofano, Histidina y Tirosina a 3 niveles de 

concentración, correspondiendo a 80%, 100% y 120% de la concentración de trabajo, 

3 réplicas de cada nivel, en un total de 9 determinaciones, y fue expresado como 

porcentaje de recupero. 

 

% Recupero = Concentración calculada / Concentración nominal x 100  

 

Para cada nivel de concentración, el % de recupero individual, el % de recupero 

promedio, así como el intervalo de 95% de confianza, fueron reportados. Los 

resultados pueden ser analizados en la siguiente tabla: 

 

Tabla 3.2.P.5.3-22  Exactitud 
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Tabla 3.2.P.5.3-22  Exactitud (continuación) 

 

 
*Los criterios de aceptación fueron modificados a CV ≤ 3.0% y % R individual: 95.0-105.0 debido al hecho 

de que la preparación implica una reacción de derivatización, los volúmenes de trabajo son muy pequeños - 
µl – y debido al hecho de que el solvente utilizado es muy volátil. Estos factores, al ser conjugados, 
introducen una contribución alta de error asociado con el volumen a los resultados finales. 

 

Conclusión 

Los resultados obtenidos están de acuerdo con el criterio de aceptación establecido, 

mostrando que el método es preciso en el rango de concentración evaluado. 

 

Precisión 

Repetitividad del sistema 

La repetitividad del sistema fue evaluada a través del análisis de la variabilidad de la 

respuesta analítica, expresada por el coeficiente de variación (CV), de 6 inyecciones 

consecutivas de una solución estándar a la concentración de trabajo; ver resultados en 

la siguiente tabla. 
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Tabla 3.2.P.5.3-23  Repetitividad del sistema 
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*Los criterios de aceptación fueron modificados a CV ≤ 3.0 % debido al hecho de que la preparación implica 
una reacción de derivatización, los volúmenes de trabajo son muy pequeños - µl – y debido al hecho de que 
el solvente utilizado es muy volátil. Estos factores, al ser conjugados, introducen una alta contribución de 
error asociado con el volumen a los resultados finales. 

 

Análisis de repetitividad  

La repetitividad de los análisis fue evaluada a través del estudio de variabilidad, 

expresada por el coeficiente de variación (CV), del ensayo de las réplicas de 6 

muestras (lote D24062), preparadas a la concentración de trabajo; ver resultados en 

la siguiente tabla: 
 
 

Tabla 3.2.P.5.3-24  Repetitividad del análisis 
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Tabla 3.2.P.5.3-24  Repetitividad del análisis (continuación) 

 
*Los criterios de aceptación fueron modificados a CV ≤ 3.0% debido al hecho de que la preparación implica 
una reacción de derivatización, los volúmenes de trabajo son muy pequeños - µl – y debido al hecho de que 
el solvente utilizado es muy volátil. Estos factores, al ser conjugados, introducen una alta contribución de 
error asociado con el volumen a los resultados finales. 
 

Precisión intermedia 

La precisión intermedia fue evaluada a través del estudio de los resultados del ensayo 

de variabilidad de la misma muestra (lote D24062), obtenidos por dos analistas, en 

días diferentes, de acuerdo al procedimiento utilizado para la repetitividad de los 

análisis. 

 

La diferencia relativa (D%) entre 2 pruebas y la variabilidad de las dos pruebas, 

expresada mediante los coeficientes de variación combinados, fueron determinados por 

las siguientes expresiones: 

 

D(%) = |Promedio de prueba 1 – Promedio de prueba 2| 

CVcombinado (%) = (S / promedio de las 2 pruebas) x 100  

 

S es la desviación estándar combinada de las dos pruebas, calculada por la siguiente 

expresión: 

𝑆2 =  
(𝑛1−1)𝑠1

2+(𝑛2−1)𝑠2
2

(𝑛1−𝑛2−2)
  

 

nx = número de determinaciones de la prueba x   sx
2 = diferencia de los datos de

                la prueba x 

También fue evaluada la prueba-t de los resultados obtenidos. Ver resultados en la 

siguiente tabla. 
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Tabla 3.2.P.5.3-25  Precisión intermedia 
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Tabla 3.2.P.5.3-25  Precisión intermedia (continuación) 
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*Los criterios de aceptación fueron modificados a CV ≤ 3.0% debido al hecho de que la preparación implica 
una reacción de derivatización, los volúmenes de trabajo son muy pequeños - µl – y debido al hecho de que 
el solvente utilizado es muy volátil. Estos factores, al ser conjugados, introducen una alta contribución al 
error asociado con el volumen a los resultados finales. 
 

Conclusión 

Los resultados obtenidos son acordes al criterio de aceptación establecido, mostrando 

que el método es preciso en el rango de concentración evaluado. 

 

Estabilidad de las soluciones 

La estabilidad del estándar y soluciones muestra, almacenadas a temperatura 

ambiente (20-24°C) y protegidas de la luz durante 18 hs, fue evaluada a través de la 

evaluación de variabilidad de la respuesta analítica, expresada por el coeficiente de 

variación (CV) de la inyección de la solución inmediatamente luego de la preparación y 

luego de un período definido. 

 

Ver resultados en la siguiente tabla. 

 

Tabla 3.2.P.5.3-26 Estabilidad de las soluciones durante 18 hs. 

 

 
 

 

 ≤ 3.0 
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Tabla 3.2.P.5.3-26 Estabilidad de las soluciones durante 18 hs. (continuación) 

 
*Los criterios de aceptación fueron modificados a CV ≤ 3.0 debido al hecho de que la preparación implica 
una reacción de derivatización, los volúmenes son muy pequeños - µl – y debido al hecho de que el solvente 
utilizado es muy volátil. Estos factores, al ser conjugados, introducen una alta contribución de error asociado 
con el volumen a los resultados finales. 
 

 

Conclusión 

Los resultados obtenidos muestran que la solución estándar y muestra son estables 

por 18 hs, cuando son almacenados a temperatura ambiente (20-24°C), protegidos de 

la luz. 

 

 

Prueba de adecuación del sistema 

Las pruebas de adecuación del sistema son establecidas para asegurar que el método y 

equipamiento presenten el desempeño esperado previo al análisis de las muestras de 

prueba. 

 

La siguiente tabla muestra los resultados de la prueba de adecuación del sistema, 

determinados de acuerdo a Ph. Eur. 
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Tabla 3.2.P.5.3-27  Prueba de adecuación del sistema 

 

 
(a) De acuerdo a Farmacopea Europea (b) Recomendaciones de Farmacopea Europea y CDER, (FDA), 

Validación de métodos cromatográficos  (c) Datos recolectados en la repetitividad del sistema 
(d) De acuerdo a las recomendaciones del cliente 
 

 

Conclusión 

Los resultados obtenidos muestran concordancia con los valores recomendados. 

 

Conclusiones 

 

La metodología analítica HPLC, con detección UV, para el ensayo de 

aminoácidos en el producto Ketosteril® tabletas recubiertas, fue validado. 

 

  

 


